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害をもたらすリスクがある。脳虚血で産生される活性酸素腫（reactive oxｙgen species, ROS）は、再灌
流時に爆発的に増加し、DNAや脂質、蛋白質の酸化ストレス障害をもたらし、神経細胞死に至る。このよ
うに、ROSの同定と産生制御は虚血再灌流障害において重要である。 
 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) は、抗酸化ストレス因子の発現を調節する転写
因子である。Nrf2は通常状態では、kelch-like ECH associating protein 1 (Keap1) と結合しており、
ユビキチン・プロテアソーム系で分解されるが、酸化ストレス存在下では、Nrf2のユビキチン化が減弱す
ることでNrf2が安定化、活性化する。Keap1から遊離した活性化Nrf2は、核内の antioxidant 
response element (ARE) に結合し、下流の抗酸化ストレス因子群の発現を調節する。 
 脳梗塞モデル動物における、Keap1-Nrf2系の発現レベルについて検証している研究もあるが、生体
内の経時的変化を観察した研究は少ない。本研究では、Nrf2の発現制御の仕組みを利用した酸化スト
















in vivo imaging・ex vivo imaging 
再灌流 12時間、1日、3日、7日後に in vivo imagingを行い、発光ピークとなる再灌流 1日後に ex 
vivo imagingを行った。撮影 20分前にルシフェリン 150mg/kgを腹腔内投与し、IVISシステムを使用
して撮影を行った。右半球に ROI (region of interest) を設定し、発光強度 (photons/sec) を計測し
た。 
組織学的評価 






梗塞巣と in vivo imagingデータについては正規性の検討を行い、梗塞体積の比較には t検定を、24
時間後の生物発光強度には Mann-Whitney 検定を用いた。7 日モデルでは、経時的な生物発光の変
化をWilcoxonの符号順位検定を用いて解析した。梗塞体積とピーク時の in vivo シグナルの相関につ





in vivo imagingでは、術前と比して再灌流 1日後に発光強度が有意に上昇し、再灌流 3日後よりシ
グナルは徐々に減衰し、1週間後には消退した (pre = 2.7 [2.4 - 2.9] × 106 photons/sec; 1 d = 4.0 
[3.1 -9.3] × 106 photons/sec; n = 8; **p < 0.01, Wilcoxon signed-rank test) 。ex vivo imagingで
は、Nissl染色で認めた脳梗塞中心部と比較し、その周辺部でより強いシグナル変化を認めた。再灌流 1
日後（ピーク時）の発光強度と脳梗塞体積の間には有意な相関を認め、ピーク時の発光が強い程、梗塞
体積が大きいことが示された (R=0.333, p＝0.072, Kendall rank correlation coefficient) 。 
免疫組織学的検討では、内在性のNrf2陽性細胞数は、再灌流後に増加し、再灌流 12時間後をピー
クに徐々に減少した(F4, 25 = 13.0; n = 30; p < 0.01, one-way ANOVA; sham control [n = 4] vs 12 h 
[n = 7], 1 d [n = 5], 3 d [n = 6], and 7 d [n = 8]; *p < 0.05, **p < 0.01, Turkey’s honestly 
significant difference test)。また梗塞中心部に比して梗塞周辺部で発現が有意に増加した (n = 5-8; 
##p < 0.01, paired t-test)。Keap1については内在性Nrf2の発現と対照的に、DAB陽性細胞数は再
灌流 12時間後までに減少し、7日後までに徐々に回復した。一方外因性の Nrf2を示す luciferaseの














えることができた。in vivo シグナルは再灌流 1 日後にピークに達しており、この結果は既報告 (Takagi 
et al., 2014) と一致した。 高木らは、OKD遺伝子の luciferaseの代わりに GFPを組み込んだモデル
を用いて評価しており、脳切片上の GFPシグナルは梗塞周辺部で強く認め、これも我々の ex vivoシグ
ナルの分布と一致していると考えられた。これまでの脳梗塞モデルの生体イメージングの報告では、虚血
再灌流で促進されるオートファジー (Tian et al., 2010) や炎症 (Takamiya et al., 2012)、アポトーシ





学的な検証を加えた。in vivo シグナルが再灌流 1 日後にピークに達するのに対し、内在性 Nrf2発現
は再灌流 12 時間後に梗塞周辺部で増強していた。前述の通り、虚血再灌流で爆発的に増加した ROS
により Keap1の構造変化が生じ、それによって活性化された Nrf2が核内に移行し、ARE を介して下流
の抗酸化ストレス因子の転写を調整している。外因性のNrf2-luciferaseの発現、すなわち in vivo シグ
ナルは、安定した内在性のNrf2の活性化に依存するため、内在性Nrf2と in vivo シグナルのピークに
若干のずれが生じた可能性が考えられた。さらに、蛍光染色において luciferase は細胞質内にのみ蛍
光シグナルを認めたが、これは外因性のNrf2-luciferaseがDNA結合ドメインをもたないためと考えらえ
た (Oikawa et al., 2012)。 
 内在性の Nrf2 の発現局在については、これまでの報告ではニューロンが主体であり、アストロサイト
やミクログリアにわずかに認めるとされている (Dang et al., 2012; Shih et al., 2003; Takagi et al., 
2014; Tanaka et al., 2011)。一方で、最近の報告では血管内皮やペリサイトにおいてもその発現を認め
ており (Imai et al., 2016)、本研究でもこれらの既報告と同様にニューロンにおける発現が最も多く、そ
 の他の細胞においてもわずかに認めた。また、本研究ではニューロンに次いでオリゴデンドロサイトで
Nrf2 の発現が強く認められ、これは他のグリア細胞に比して虚血傷害に脆弱であるためではないかと考
えられた (Mifsud et al., 2014; Petito et al., 1998)。神経血管ユニット (neurovascular unit, NVU) 
に焦点を当てると、その構成細胞全てにおいて Nrf2 の発現を認め、特に虚血障害に脆弱なニューロン
やオリゴデンドロサイトなどの細胞における発現が強いことが分かり、Nrf2 は NVU の保護に関連する可
能性が考えられた。 
 
【結論】 
 本研究では、Keap1-Nrf2依存性酸化ストレス検出遺伝子を挿入したOKDマウスを用いて、脳梗塞後
に生じる酸化ストレスを同一個体で経時的に観察することができた。in vivo シグナルの時間的変化は組
織学的な Nrf2 の発現動態とほぼ一致し、梗塞周囲でよりシグナル変化が強く、またピーク時のシグナル
強度は脳梗塞体積と相関した。また、内在性のNrf2の発現は、細胞種類別にはニューロンで最も多かっ
た。本研究により確立した酸化ストレス可視化脳梗塞モデルを用いることで、急性期治療としての薬物効
果判定などに有用である可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
